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ABSTRACT 
Rabies is fatal disease caused by rabies virus classified to the genus of Lyssavirus under the family of 
Rhabdoviridae. Rabies affecting human, dogs, cats and monkeys and the virus was transmitted through the 
saliva after infected animal’s bites. The aim of this study was to optimize dRIT method previously developed 
and applied it to veterinary laboratories mostly dealing with rabies diagnosis in Indonesia, namely Maros 
Veterinary Laboraory, Medan Veterinary Laboratory , Bukittinggi Veterinary Laboratory. A total number of 
236 brain samples (cerebellum/cerebrum/pons/hypocampus) were achieved from Veterinary Laboratory in 
Maros (51 samples), Medan (92 samples) and Bukittinggi (93 samples) were used for the purpose. Validation 
of the method was compared to fluorescent antibody test (FAT) as a golden standard for rabies diagnosis. 
Optimation of the method was done by rinsing glycerol samples with PBS several times; skim milk 0.1% was 
added to dissolve primary antibody to adsorb non specific binding protein; wash buffer (PBS) was added with 
Tween 80 (1%) to clear the non-specific background staining; counterstaining using Lillie Mayer’s 
Hematoxylin instead of Mayer’s; background was further bluished with Scott solution (Lithium Carbonate). 
The optimation method was proofed to be very satisfactory. The staining could be performed within two 
hours and the rabies antigen (Negri body) was accurately detected due to the contrast brown colour of the 
antigen compared to the blue background. The result was validated with FAT-the golden standard for rabies 
diagnosis (100% sensitivity and spesificity). The results show that dRIT was considered as very good method, 
without the need of fluorescent microscope. The samples were tested using FAT and from 236 samples tested, 
181 (76.69%) samples were positive for rabies and 60 (25.42%) samples were negative for rabies whereas 
using dRIT showed that 176 (74.58%) samples were positive for rabies and 60 (25.42%) samples were 
negative for rabies. The dRIT results were validated by comparing them with FAT results as a golden 
standard for rabies. The relative sensitivity of  dRIT to FAT was 95.58% and the relative specificity to FAT 
was 92.73%. The achievement showed that dRIT is very prospective diagnostic tool and is highly 
recommended to be used widely as a rapid diagnosis tool for rabies.  
Key Words:  Rabies, Antigen Detection, Immunohistochestry, Direct Rapid Immunohistochemical Test, 
Method Optimation 
ABSTRAK 
Rabies merupakan penyakit fatal dan disebabkan oleh virus rabies dari genus Lyssavirus yang termasuk 
ke dalam famili Rhabdoviridae. Penyakit rabies bersifat zoonosis, menyerang manusia, anjing, kucing dan 
kera melalui gigitan hewan yang tertular. Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimasi metode yang sudah 
dilakukan sebelumnya. Sebanyak 236 organ otak (cerebellum/cerebrum/pons/hypocampus) telah diperoleh 
dari BBV Maros (51 sampel), BV Medan (92 sampel) dan BV Bukittinggi (93 sampel) yang dipakai untuk 
optimasi dan aplikasi metode dRIT pada laboratorium tersebut. Untuk validasi, fluorescent antibody test 
(FAT) dipakai sebagai golden standard. Optimasi metode dilakukan dengan cara pembilasan sampel dalam 
gliserol dengan PBS sampai larutan jernih; penambahan skim milk 0,1% pada primary antibody untuk 
menurunkan ikatan non-spesifik; penambahan Tween 80 (1%) pada wash buffer untuk menurunkan 
background. Penggunaan Lillie Mayer’s dan larutan Scott (lithium karbonat) untuk membirukan background. 
Hasil optimasi karena sensitif, spesifik, cepat dan murah. Dari ke-236 sampel yang diuji, 181 (76,69%) 
sampel positif FAT dan 55 (23,31%) sampel negatif rabies, sedangkan dengan dRIT 177 (75,00%) sampel 
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positif dan 59 (25,00%) sampel negatif. Hasil optimasi metode pada penelitian ini menunjukkan bahwa dRIT 
sensitivitas dan spesifisitas relatifnya terhadap FAT masing masing sebesar 95,58 dan 92,73% yang 
menandakan bahwa dRIT dapat dipakai sebagai alternatif untuk diagnosa rabies. 
Kata Kunci: Rabies, Deteksi Antigen, Immunohistochestry, Direct Rapid Immunohistochemical Test, 
Optimasi Metode 
PENDAHULUAN 
Rabies adalah penyakit infeksius yang 
menyerang susunan syaraf pusat dan biasanya 
berakhir dengan kematian.  Penyakit zoonosis 
ini tersebar luas di dunia yang menyebabkan 
ensefalitis dan dapat menyerang mammalia dan 
ditularkan melalui gigitan dari hewan yang 
tertular. Penyakit rabies menyerang manusia, 
anjing, kucing, kera, sapi, kambing dan 
rodensia. Hewan yang terserang rabies ditandai 
dengan tiga bentuk gejala klinis yaitu bentuk 
tenang (dumb), galak (furious) dan tidak khas 
(atypical) (Wunner 2011). Masa inkubasi 
penyakit ini berlangsung beberapa hari hingga 
beberapa bulan, tergantung dari virulensi, 
lokasi dan jumlah gigitan (Jackson 2002). 
Virus rabies termasuk dalam famili 
Rhabdoviridae dari genus Lyssavirus. Virus ini 
berukuran 180x75 nm, mengandung single 
stranded ribonucleic acid (ss-RNA) (Wunner 
2011) dengan struktur protein yang tersusun 
dari glikoprotein, nucleoprotein, RNA 
dependen polymerase, protein matrik dan 
fosfoprotein (Dietzschold et al. 2008). Secara 
genotipe, virus rabies yang berada di alam 
disebut street virus sedangkan yang telah 
diadaptasikan di laboratorium dikenal sebagai 
fixed virus. Berdasarkan penyebaran inangnya, 
genus Lyssavirus dibedakan menjadi tujuh 
genotipe/serotipe yakni Rabies (genotipe 1), 
Lagos Bat (genotipe 2), Mokola (genotipe 3), 
Duvenhage (genotipe 4), European Bat 
Lyssavirus type-1/EBL-1 (genotipe 5), 
European Bat Lyssavirus type-2/ dan EBL-2 
(genotipe 6) dan Australian Bat Lyssavirus 
(ABL) (genotipe 7) (Tordo et al. 2006). 
Menurut Susetya et al (2008) virus rabies 
yang ada di Indonesia (Jawa, Sumatra, 
Kalimantan, Sulawesi dan Flores) secara 
epidemiologi molekuler, materi membentuk 
satu kluster yang mempunyai kekerabatan 
lebih dekat (88,4-90,2% homolog) dengan 
isolat asal Cina daripada isolat yang berasal 
dari Thailand, India dan Sri Lanka. Lebih jauh, 
Suwarno (2005) melaporkan perbedaan 
nukleotida pada fragmen gen-G virus rabies 
strain asal Sumatera (Bukittinggi) dengan 
strain asal Kalimantan. Perubahan nukleotida 
pada fragmen gen-N terjadi pada strain yang 
berasal dari Nusa Tenggara Timur dengan 
strain yang berasal dari Sulawesi. Adaptasi 
terhadap lingkungan menyebabkan virus rabies 
mengalami perubahan sekuens nukleotida, 
dimana kondisi fisik suatu daerah geografik di 
Indonesia merupakan faktor pemicu terjadinya 
mutasi. 
Rabies masih dianggap penyakit penting 
dan menakutkan di Indonesia karena bersifat 
fatal dan berdampak psikologis bagi orang 
yang terpapar. Penyakit ini masih bersifat 
endemis di Jawa Barat, Aceh, Sumatra Utara, 
Sumatra Barat, Riau, Kepulauan Riau, Jambi, 
Bengkulu, Lampung, Sumatra Selatan, 
Kalimantan Selatan, Kalimantan Tengah, 
Kalimantan Timur dan Kalimantan Barat, Nusa 
Tenggara Timur, Gorontalo, Sulawesi Barat, 
Sulawesi Tenggara dan Sulawesi Selatan. 
Diantara 33 provinsi di Indonesia, hanya 
sembilan provinsi yang masih dinyatakan 
bebas yaitu Daerah Khusus Ibukota Jakarta, 
Jawa Tengah, Jawa Timur, Daerah Istimewa 
Yogyakarta, Papua, Papua Barat, Bangka 
Belitung, Kepulauan Riau dan Nusa Tengggara 
Barat (Soegiarto 2010).  
Indonesia terdiri atas 13.000 pulau yang 
tersebar sehingga jika terjadi kasus kematian 
hewan yang diduga rabies dan lokasi kejadian 
terletak jauh dari laboratorium maka kendala 
utama adalah bagaimana dapat mengirim 
sampel organ otak dengan fasilitas minimal 
dan sampel dapat didiagnosa dengan cepat dan 
akurat. Salah satu metode diagnosa cepat untuk 
memenuhi kebutuhan tersebut adalah direct 
Rapid Immunohistochemistry Test (d-RIT). 
Metode ini diaplikasikan di lapang oleh Lembo 
et al (2006) dan Duur et al (2008) berdasarkan 
metode yang dikembangkan oleh Center for 
Disease Control and Prevention (CDC). Salah 
satu dari manfaat nyata dari metode ini adalah 
sampel dapat difiksasi dalm larutan 
PBS/gliserin dan tidak perlu dibekukan dan 
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dikirim ke laboratorium terdekat. Uji dRIT ini 
tidak memerlukan mikroskop fluorescent dan 
dapat dikerjakan dalam dua jam dengan tingkat 
akurasi tinggi. Selain itu, pada pertemuan OIE-
Global Conference on Rabies Control-
Towards Sustainable Prevention at the Source 
yang diadakan di Incheon, Republic of Korea, 
7-9 September 2011, dRIT juga 
direkomendasikan sebagai alternatif diagnosis 
untuk Rabies (Fooks et al. 2009).  
Sesuai dengan tugas pokok dan fungsi 
Balai Besar Penelitian Veteriner (BB Litvet) 
maka upaya dalam mengembangkan metode 
diagnosa yang cepat dan akurat untuk rabies 
perlu diprioritaskan agar dapat menunjang 
pemberantasan rabies di Indonesia (Adjid et al. 
2005). Tujuan dari penelitian ini adalah 
mengoptimasi metode d-RIT yang telah 
dikembangkan sebelumnya (Damayanti et al. 
2014) dan mengaplikasikan teknik diagnosa 
cepat untuk mendeteksi virus rabies pada Balai 
Besar Veteriner (BBV) dan Balai Veteriner 
(BV) yang banyak menangani kasus rabies. 
Semakin banyak jumlah sampel yang diuji 
dengan dRIT maka diharapkan validitas ujinya 
semakin baik. Pewarnaan IHK pada organ otak 
yang dibuat pada preparat sentuh otak dengan 
dRIT dapat dipakai sebagai salah satu alternatif  
uji diagnosis cepat (dua jam) untuk rabies 
tanpa menggunakan mikroskop fluorescent 
seperti halnya uji fluorescence antibody 
technique (FAT). Namun demikian, sensitivitas 
dan spesifisitas metode dRIT akan divalidasi 
dan dibandingkan dengan FAT sebagai golden 
standard untuk diagnosis rabies (OIE 2008). 
Pewarnaan pada organ otak yang dibuat pada 
preparat sentuh otak dengan dRIT dapat 
dipakai sebagai salah satu alternatif uji 
diagnosis cepat (dua jam) untuk rabies tanpa 
menggunakan mikroskop fluorescent. Jika uji 
tersebut sudah dapat diaplikasikan dengan 
mantap, maka diharapkan uji ini dapat 
diaplikasikan di setiap laboratorium veteriner 
di Indonesia. 
MATERI DAN METODE 
Koleksi sampel 
Sampel dikoleksi dari BV Maros, Sulawesi 
Selatan, BV Medan, Sumatra Utara dan BV 
Bukittinggi, Sumatra Barat berturut turut pada 
tanggal 26 Mei-1 Juni 2013, 8-14 September 
2013 dan 20-27 Oktober 2013. Sampel 
dikoleksi secara acak dari arsip sampel yang 
merupakan koleksi tahun 2011-2013. Sampel 
berupa bagian dari organ otak (cerebrum/ 
cerebellum/pons/hypocampus) dalam kondisi 
segar, beku atau otak yang difiksasi dalam 
campuran phosphat buffer saline (PBS) dan 
gliserol 50%. Sampel berupa hewan dengan 
suspected rabies (berdasarkan gejala syaraf 
dan sebagian besar dengan riwayat menggigit 
orang), terdiri dari spesies anjing 206 sampel, 
kucing 17 sampel, sapi lima sampel, kera 
empat sampel, musang dua sampel, kuda satu 
sampel dan babi satu sampel. Sampel otak 
tersebut diterima di laboratorium berupa 
hypocampus utuh, potongan cerebrum atau 
bahkan kepala utuh sehingga harus dikeluarkan 
bagian otaknya.dan ampel dibagi dua untuk 
pengujian FAT dan IHK-dRIT. 
Pengujian fluorescent antibody technique 
(FAT)  
Uji FAT merupakan gold standard untuk 
diagnosa rabies. Prinsip dari FAT dijelaskan 
pada makalah sebelumnya (Damayanti et al. 
2014). Secara ringkas preparat sentuh asal otak 
hewan bagian difiksasi dengan aseton 
(inkubasi 30 menit pada suhu -20ºC), lalu 
antibodi yang sudah dikonjugasi dengan 
fluorescein isothiocyanate (FITC) 
diaplikasikan. Hasil reaksi antigen-antibodi 
kompleks diamati dengan mikroskop 
fluorescent (WHO,1996). Hasil dinyatakan 
positif jika berwarna hijau fluorescence dengan 
berbagai ukuran dan negatif jika tidak 
memberikan warna fluorescence. Pada 
penelitian ini, FAT dikerjakan oleh staf BBV 
Maros, BV Bukittinngi dan BV Medan. 
Optimasi pewarnaan imunohistokimia 
(IHK) dengan metode direct rapid  
immunohistochemistry test  
Sampel yang berupa preparat sentuh dari 
organ otak diperoleh dari sampel otak segar, 
potongan organ beku (-20ºC) atau organ otak 
yang direndam dalam laruran PBS yang berisi 
gliserol 50%. Prinsip pewarnaan IHK-dRIT 
seperti dalam publikasi sebelumnya 
(Damayanti et al. 2014). Metode dRIT yang 
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dipakai berupa modifikasi dari CDC Atlanta, 
USA, dimana sampel yang berupa preparat 
sentuh dikeringkan di udara dan difiksasi 
dengan larutan formalin 10% yang sudah di-
buffer (BNF) selama sepuluh menit. Kemudian 
preparat dicuci dengan PBS-Tween dan H2O2 
3% ditambahkan untuk memblokir peroksidase 
endogen. Antibodi monoklonal terhadap rabies 
(JenoBiotech, Korea) diinkubasikan selama 
sepuluh menit, selanjutnya diberi EnvisionTM 
(Dako, Denmark) dan diinkubasikan selama 
sepuluh menit. Visualisasi antigen dapat 
dilakukan dengan penambahan substrat DAB 
dan di-counterstain dengan hematoksilin. 
Berhubung hasil terdahulu Negri body 
kurang jelas warnanya dan background 
staining-nya masih tinggi (Damayanti et al. 
2014) maka pada penelitian ini dilakukan 
optimasi berupa: 
1. Sampel dalam gliserol dibilas dengan PBS 
sampai supernatant jernih (menggunakan 
magnetic stirrer dengan kecepatan rotasi 
rendah untuk mencegah kerusakan jaringan. 
2. Primary antibody diberi skim milk 0,1% 
untuk menyerap protein non-spesifik  
3. Wash buffer PBS diberi Tween 80 (1%) 
untuk menjernihkan background. 
4. Counterstain dengan Mayer’s Hematoxilin 
diganti dengan Lillie Mayer’s Hematoxylin 
dua menit. 
5. Background dibirukan lagi dengan larutan 
Scott (lithium karbonat) 20 detik. 
Pembacaan hasil dan penentuan spesifisitas 
dan sensitivitas 
Hasil pewarnaan dievaluasi di bawah 
mikroskop dengan pembesaran 20x atau 40x . 
Hasil dinyatakan positif jika terdapat droplet 
berupa Negri bodies berwarna cokelat (DAB) 
pada lokasi intrasitoplasmik neuron atau pada 
jaringan interstitial otak dengan background 
berwarna biru muda (hematoksilin) dengan inti 
sel menyerap warna lebih gelap (biru tua). 
Spesifisitas merupakan proporsi dari hewan 
sehat dalam suatu populasi yang dinyatakan 
dengan hasil uji negatif sedangkan sensitivitas 
yaitu proporsi dari hewan sakit dalam suatu 
populasi yang dinyatakan dengan hasil uji 
positif (OIE 2008). Angka (%) spesifisitas dan 
sensitivitas dapat diketahui dengan perhitungan 
menurut OIE (2008). Angka (%) spesifisitas 
dan sensitivitas dapat diketahui dengan 
perhitungan menurut OIE (2011) sebagai 
berikut: 
Sensitivitas = Tpositif 
  Tpositif + Fnegatif 
 
Spesitifitas = Tnegatif 
  Tnegatif + Fpositif 
Tpositif: Jumlah hewan sakit yang memberikan 
hasil positif dengan suatu metode uji 
Fpositif: Jumlah hewan sehat yang memberikan 
hasil positif dengan  suatu metode uji  
Fnegatif: Jumlah hewan sakit yang menghasilkan 
hasil uji negatif dengan suatu metode uji 
Tnegatif: Jumlah hewan sehat yang menghasilkan 
hasil uji negatif dengan suatu metode uji  
Di dalam penelitian ini, pengujian dRIT 
dibandingkan dengan sensitivitas dan 
spesifisitasnya dengan pengujian FAT, sebagai 
golden standar (OIE 2008). 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Pada penelitian ini, hasil pengujian rabies 
dengan dRIT masing masing pada BBV Maros, 
BV Medan dan BV Bukittinggi divalidasi 
dengan FAT. Fluorescent Antibody Test 
merupakan gold standard untuk uji rabies yang 
sensitivitas dan spesifisitasnya dianggap 100% 
(OIE 2008). Jika dengan uji FAT menunjukkan 
hasil meragukan atau negatif maka dilakukan 
uji berupa mouse inoculation test yaitu dengan 
menginfeksi mencit secara intra-cereblar 
dengan suspensi organ otak dari smpel yang 
diuji. Mencit diamati klinisnya dan jika mati 
dalam 5-28 hari dengan gejala syaraf maka uji 
dinyatakan positif rabies (OIE 2011). 
Meskipun FAT dianggap gold standard namu 
terdapat kelemahan diantaranya harus 
menggunakan mikroskop fluorescent, 
memerlukan staf yang terlatih dan kualitas 
spesimen tidak autolisis (Madelay &Peiris 
2002). 
Pada penelitian ini, metode 
imunohistokimia yang dipilih yaitu yang 
berupa polymer detection system (Envision, 
Dako, Denmark) karena untuk menghindari 
adanya avidin/biotin endogen yang terdapat 
pada jaringan otak yang dapat menyebabkan 
background staining tinggi (Ramos-Vara 
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2005). Pada penelitian ini, optimasi metode 
dilakukan dengan berbagai upaya agar Negri 
body dapat dideteksi dengan lebih jelas, warna 
optimum dan background staining bersih 
dengan cara mengevaluasi setiap tahap otimasi 
dengan seksama dan dicari solusi yang terbaik 
(Ward & Rehg 2013). 
Prinsip metode IHK yang diacu mula mula 
dikembangkan oleh Hsu et al. (1981) namun 
dalam perkembangannya kemudian metode ini 
dirancang untuk dapat mendeteksi antigen 
virus rabies pada preparat sentuh dari organ 
otak dengan metode direct rapid 
immunohistochemical test (dRIT) yang hanya 
memerlukan dua jam pengujian tanpa 
menggunakan mikroskop fluoresent (CDC 
2006). Hal ini dilakukan karena metode 
pewarnaan konvensional hematoksilin dan 
eosisn (H&E) dan pewarnaan Seller's partikel 
virus yang biasa disebut dengan Negri body, 
relatif sulit untuk dideteksi dan memerlukan 
keahlian dan ketelitian yang tinggi.  
Optimasi mula mula dilakukan dengan cara 
mencuci dan membilas organ otak yang 
mengandung gliserol dengan PBS sampai 
larutan jernih (menggunakan magnetic stirrer), 
seperti halnya pada pengerjaan sampel untuk 
FAT (OIE 2011). Hal ini dimaksudkan agar 
tidak ada residu gliserol yang akan 
menghasilkan background staining yang 
mengganggu. Optimasi kedua, primary 
antibody dilarutkan dalam PBS yang 
ditambahkan skim milk 0,1% untuk menyerap 
protein non-spesifik (Ino 2004). Pada 
penelitian ini primary antibody yang dipakai 
berupa antibodi monoklonal (JenoBiotech, 
Korea) dengan konsentrasi 1:100 yang telah 
ditentukan dengan chekerboard titration 
(Damayanti et al. 2014). Antibodi monoklonal 
dipilih karena memiliki spesifisitas lebih tinggi 
daripada antibodi poliklonal lagi pula antibodi 
poliklonal mempunyai afinitas dan reaktivitas 
lebih tinggi sehingga dapat mengenali lebih 
banyak epitop pada protein target (terjadi cross 
reactivity). Selain itu, penggunaan antibodi 
monoklonal dilaporkan dapat menekan 
background non-spesifik (Ramos-Vara 2005). 
Pada metode dRIT ini peroksidase endogen 
yang diproduksi oleh sel darah merah juga 
akan berwarna cokelat sehingga dapat 
merancukan dengan warna cokelat dari Negri 
body sehingga peroksidase endogen diblok 
sempurna dengan pemberian larutan 3% H2O2. 
Optimasi berikutnya yaitu penambahan Tween 
80 (1%) untuk mengurangi ikatan non-spesifik 
(Atwood 2006). Menurut Juhl et al. (1984) 
Tween 20 dapat mengurangi background 
staining terutama pada sitoplasma sementara 
Negri body memang terletak pada area tersebut 
sehingga dengan Tween 20 Negri body menjadi 
lebih lebih terekspose. Optimasi pada tahap 
counterstaining untuk mencerahkan warna biru 
pada background dilakukan dengan cara 
mengubah resep pembiru Mayer’s Hematoxilin 
dengan Lillie Mayer’s Hematoxylin selama 
dua menit dan background dibirukan lagi 
dengan larutan Scott (lithium karbonat) 20 
detik. Warna antigen yang akan dideteksi 
(dalam hal ini Negri body) harus memberi efek 
warna kontras antara intensitas warna cokelat 
(substrat DAB) dan warna biru background 
staining-nya sehingga hasil diagnosis tidak 
rancu (Ramos-Vara 2005). 
Hasil optimasi dan aplikasi metode pada 
penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1 yang 
menunjukkan hasil pengujian FAT dan dRIT 
yang berasal dari 51 sampel otak yang dipilih 
secara acak dari BBV Maros yang diterima 
pada periode 2011- 2013. Tabel 2 merupakan 
hasil validasi dRIT dengan FAT di BBV Maros 
dimana dRIT menunjukkan angka sensitivitas 
dan spesifisitas relatif terhadap FAT bernilai 
100%. Tabel 3 adalah hasil uji dRIT dan FAT 
yang dilakuakan di BV Medan pada kurun 
2011-2013 terhadap 92 sampel otak beserta 
hasil validasinya pada Tabel 4 dimana dRIT 
mempunyai sensitivitas relatif terhadap FAT 
sebesar 93,75% dan spesifisitas relatif terhadap 
FAT mencapai 83,33%. Perlu diketahui bahwa 
bahwa ada dua buah sampel otak dari BV 
Medan yang dinyatakan autolisis sehingga 
sampel dinyatakan tidak layak untuk uji FAT 
sehingga hasilnya menjadi false negative 
namun ternyata kedua sampel tersebut masih 
dapat diuji dengan dRIT dengan hasil positif. 
Artinya, dRIT dalam hal ini lebih sensitif 
daripada FAT. Tabel 5 merupakan hasil 
pemeriksaan FAT dan dRIT pada pada kurun 
2012-2013 terhadap 93 sampel otak dari BV 
Bukittinggi dan hasil validasinya dapat dilihat 
pada Tabel 6 dimana dRIT mempunyai 
sensitivitas relatifnya terhadap FAT yaitu 
sebesar 95,52% dan spesifisitas relatifnya 
terhadap FAT mencapai 92,30%. Seperti 
halnya kasus pada BV Medan, pada BV 
Bukittinggi juga ditemukan bahwa ada satu 
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buah sampel otak yang dinyatakan negatif 
dengan pengujian FAT namun ternyata kedua 
sampel tersebut diuji dengan dRIT 
menunjukkan hasil positif sehingga hasil FAT 
menjadi false negative (konsekuensi FAT 
dijadikan golden standard sehingga hasil test 
lain yang berbeda hasilnya dianggap false), Ini 
membuktikan bahwa dRIT lebih sensitif 
daripada FAT dan sama sensitif dan akurat 
dengan uji biologis. Salah satu kelemahan 
utama uji biologis adalah rentang waktu yang 
diperlukan untuk mengkonfirmasi hasil sangat 
panjang (1-4 minggu).  Tabel 7 merupakan 
rekapitulasi hasil validasi pengujian dRIT 
terhadap FAT di BBV Maros, BV Medan dan 
BV Bukittinggi pada tahun 2011-2013 dimana 
angka sensitivitas dan spesifisitas relatifnya 
terhadap FAT yaitu masing masing sebesar 
95,58 dan 92,73. Apabila sampel autolisis dari 
BV Medan (dua sampel) dan BV Bukittinggi 
(satu sampel) yang diyatakan negatif dengan 
FAT tetapi memberikan hasil positif dengan 
dRIT maka hal ini akan mengubah angka 
sensitivitas dan spesifisitas relatif dRIT 
terhadap FAT berturut turut menjadi sebesar 
95,65 dan 98,08%. 
Gambar 1 memperlihatkan hasil pewarnaan 
imunohistokimia dengan metode dRIT. 
Gambar 1A merupakan kontrol negatif, dimana 
terlihat preparat ulas dengan sel glia otak 
berwarna biru dan tidak terdapat Negri body. 
Gambar 1B adalah preparat ulas tipis dengan 
latar belakang sel-sel glia berwarna biru dan 
Negri body tersebar soliter, berwarna cokelat 
pada area intra sitoplasma sel neuron dan 
Gambar 1C menunjukkan preparat ulas tebal 
dimana Negri bodies sangat banyak tersebar 
pada sitoplasma sel neuron. Gambar 2 
menunjukkan hasil pewarnaan dRIT sebelum 
dan sesudah dioptimasi, dimana setelah 
optimasi Negri body tampak sangat jelas dalam 
berbagai ukuran, ada yang bulat maupun oval. 
Background staining setelah optimasi juga 
berwarna lebih biru dan relatif bersih. Seperti 
kita ketahui, Negri body adalah inclussion body 
yang spesifik/patognomonik ditemukan pada 
sitoplasma sel neuron pada hewan yang 
terinfeksi dengan virus rabies. Dengan 
pewarnaan H&E, Negri body berwarna 
eosinofilik dan terletak pada area intra 
sitoplasik sel neuron, terutama pada area 
hypocampus tetapi dengan pewarnaan IHK 
Negri body dapat dideteksi pada semua area 
otak, bahkan tidak hanya di dalam sel neuron 
tetapi juga di area interstitial secara soliter, 
maupun bergerombol (Damayanti et al. 2009). 
Negri body dapat berbentuk bulat maupun 
oval, dengan variasi ukuran diameter berkisar 
antara 0.5-27 µm (Rossiter & Jackson 2011). 
Negri body terbanyak ditemukan pada 
sitoplasma sel piramida hipokampus dan lobus 
frontalis korteks serebrum dan terdistribusi 
pada seluruh area sistem saraf pusat. 
Tabel 1. Data hasil pemeriksaan rabies dengan FAT dan dRIT di BV Maros pada tahun 2011-2013 
Identifikasi hewan Hasil pemeriksaan (+) Hasil pemeriksaan (-) 
Spesies Jumlah sampel FAT dRIT FAT dRIT 
Anjing 48 32 (62,75%) 32 (62,75%) 16 (31,37%) 16 (31,37%) 
Sapi 2 2 (3,92%) 2 (3,92%) 0 (0%) 0 (0%) 
Kucing 1 0 (0%) 0 (0%) 1 (1,961%) 1 (1,961%) 
Jumlah 51 34 (66,67%) 34 (66,67%) 17 (33,33%) 17 (33,33%) 
Tabel 2. Hasil validasi pengujian dRIT terhadap FAT di BBV Maros pada tahun 2011-2013 
 dRIT % 
 + - Jumlah Sensitivitas Spesifisitas 
FAT + 34 0 34 34/(34+0) x 100= 100,00 17/(17+0)x 100=100,00 
- 0 17 17 
 Jumlah 34 17 51 
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Tabel 3. Data hasil pemeriksaan rabies tahun 2011-2013 FAT dan dRIT di BV Medan 
Identifikasi hewan Hasil pemeriksaan (+) Hasil pemeriksaan (-) 
Spesies Jumlah sampel FAT dRIT FAT dRIT 
Anjing 89 77 (83,70%) 75 (81,52%) 12 (13,04%) 14 (15,22%) 
Monyet 2 2 (2,17%) 1 (1,09%) 0 (0%) 1 (1,09%) 
Kucing 1 1 (1,09%) 1 (1,09%) 0 (0%) 0 (0%) 
Jumlah 92 80 (86,96%) 77 (83,70%) 12 (13,04%) 15 (16,30%) 
Tabel 4. Hasil validasi pengujian dRIT terhadap FAT di BV Medan pada tahun 2011-2013 
 dRIT % 
 + - Jumlah Sensitivitas Spesifisitas 
FAT + 75 5 80 75/(75+5) x 100 = 93,75 10/(10+2) x 100 = 83,33 
- 2 10 12 
 Jumlah 77 15 92 
Tabel 5. Data hasil pemeriksaan rabies dengan FAT dan dRIT di BV Bukittinggi tahun 2012-2013 
Identifikasi hewan Hasil pemeriksaan (+) Hasil pemeriksaan (-) 
Spesies Jumlah sampel FAT dRIT FAT dRIT 
Anjing 70 57 (61,29%) 57 (61,29%) 13 (13,98%) 13 (13,98%) 
Kucing 14 6 (6,45%) 5 (5,38%) 8 (8,60%) 9 (9,68%) 
Babi 1 0% 0% 1 (1,08%) 1 (1,08%) 
Monyet 2 0% 0% 2 (2,15%) 2 (2,15%) 
Kuda 1 0% 0% 1 (1,08%) 1 (1,08%) 
Musang 2 1 (1,08%) 1 (1,08%) 1 (1,08%) 1 (1,08%) 
Sapi 3 3 (3,23%) 3 (3,23%) 0% 0% 
Jumlah 93 67 (72,04%) 66 (70,97%) 26 (27,96%) 27 (29,03%) 
Tabel 6. Hasil validasi pengujian dRIT terhadap FAT di BV Bukittinggi pada tahun 2012-2013 
 dRIT % 
 + - Jumlah Sensitivitas Spesifisitas 
FAT + 64 3 67 64/(64+3) x 100 = 95,52 24/(24+2) x 100 = 92,30 
- 2 24 26 
 Jumlah 66 27 93 
Tabel 7. Rekapitulasi hasil validasi pengujian dRIT terhadap FAT di BBV Maros, BV Medan dan BV 
Bukittinggi pada tahun 2011-2013 
 dRIT % 
 + - Jumlah Sensitivitas Spesifisitas 
FAT + 173 8 181 173/(173+8) x 100 = 95,58 51/(51+4) x 100 = 92,73 
- 4 51 55 
 Jumlah 177 59 236 
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A B
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Gambar 1. (A) Kontrol negatif, Negri body tidak ditemukan; (B) dRIT positif: Negri body tersebar soliter; 
(C) dan (D): Negri body pada area intra sitoplasmik pada sel neuron otak 
A B
C D
 
Gambar 2. (A) dan (C): Sebelum optimasi metode: Negri body (tanda panah); (B) dan (D): Setelah 
optimasi metode, Negri body terlihat sangat jelas, backgroungd lebih bersih 
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Studi untuk mendeteksi antigen rabies 
secara imunohistokimia (IHK) konvensional 
yang dilakukan pada preparat yang berasal dari 
potongan organ pada blok parafin 
menunjukkan bahwa pewarnaan IHK tersebut 
jika dibandingkan dengan metode standar 
untuk rabies yaitu FAT maka sensitivitas dan 
spesifisitas relatif untuk IHK yaitu 66,7 dan 
77,8% (Damayanti et al. 2009). 
Pengembangan dari metode IHK pada blok 
paraffin yang memakan waktu lima jam dicoba 
dipersingkat dengan penerapan metode dRIT 
yang telah dilakukan oleh Damayanti et al. 
(2014) dimana sensitivitasnya mencapai 97,5% 
dan sensitifitasnya 100%. Metode IHK dRIT 
yang diterapkan pada penelitian ini sensitivitas 
dan spesifisitasnya jauh melebihi metode IHK 
konvensional pada preparat berasal dari blok 
paraffin. Pada pertemuan ‘OIE-Global 
Coference on Rabies Control-Towards 
Sustainable Prevention at the Source’ yang 
diadakan di Incheon, Republic of Korea, 7-9 
September 2011, dRIT juga direkomendasikan 
sebagai alternatif diagnosis untuk Rabies 
(Fooks et al. 2009). Menurut penelitian Lembo 
et al. (2006) sensitivitas dan spesifisitas dRIT 
keduanya mencapai angka 100% dan sampel 
dalam fiksatif PBS-gliserol dapat diwarnai 
setelah disimpan selama 15 bulan atau dalam 
keadaan beku (minus 20ºC) selama 24 bulan.  
KESIMPULAN 
Pada penelitian ini metode diagnosis cepat 
untuk mendeteksi virus rabies sudah berhasil 
dikembangkan, baik pada organ otak dengan 
metode imunohistokimia (IHK) yang disebut 
dengan dRIT pada preparat ulas/sentuh. 
Sebanyak 236 organ otak telah diperoleh dari 
BBV Maros, BV Medan dan BV Bukittinggi 
yang dipakai pada optimasi dan aplikasi 
metode dRIT pada penelitian ini. Hasil 
optimasi yang dicapai sangat memuaskan, 
pewarnaan dapat dilakukan dalam dua jam dan 
hasil dapat dibaca tanpa menggunakan 
mikroskop fluorescent. Dari ke-236 sampel 
yang diuji dRIT ini kemudian divalidasi 
dengan hasil yang menggunakan gold standard 
untuk diagnosis rabies yaitu FAT sehingga 
sensitivitas dan spesifisitas relatifnya terhadap 
FAT dapat diketahui (sensitivitas dan 
spesifisitas FAT masing masing dianggap 
bernilai 100%). Hasil pada penelitian ini 
menunjukkan bahwa dRIT sensitivitas 
relatifnya terhadap FAT yaitu sebesar 95,58% 
dan spesifisitas relatifnya terhadap FAT 
mencapai 92,73%. Hasil tersebut menandakan 
bahwa dRIT sangat potensial untuk 
direkomendasikan sebagai uji diagnosa cepat 
untuk rabies dengan biaya lebih murah dari 
FAT karena tidak diperlukan mikroskop 
fluorescent dan hasil pewarnaannya relatif 
permanen. 
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